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RESUMO

Dentre 0s peixes neotropicais, 0 género Astyanax € considerado como um dos
mais diversos e abundantes. S&o peixes conhecidos popularmente como lambaris ou
piabas e apesar de serem amplamente estudados, suas relacdes filogenéticas ainda sao
incertas, em funcdo de uma taxonomia complexa repleta de espécies cripticas e
complexos de espécies. Ha algumas décadas, estudos com citogenética cléssica e
molecular tém fornecido dados valiosos sobre a dinamica cromossdmica do género,
ajudando a identificar os complexos de espécie e a tracar suas historias evolutivas.
Seguindo os avangos nas tecnologias de sequenciamento de genomas e na biologia
computacional, uma nova area tem crescido, a Ciéncia de Dados Gendmicos, fornecendo
uma infinidade de novas ferramentas e abordagens para estudos genéticos, ecoldgicos e
evolutivos em diversos organismos. Nesta dissertacdo, exploramos algumas dessas
ferramentas no genoma de Astyanax altiparanae, que, diferentemente de outras espécies
do género, é cromossomicamente pouco diversa, onde os marcadores citogenéticos atuais
n&o se mostram muito resolutivos. Com os dados genémicos obtidos por sequenciamento
de nova geracdo (NGS) e utilizando de uma série de ferramentas de bioinformatica,
objetivamos realizar a montagem de um mitogenoma completo para A. altiparanae e
analisar o satelitoma desta espécie. O mitogenoma obtido foi descrito e foi feita a
anotacdo funcional do mesmo. Construimos uma filogenia a partir desse mitogenoma em
conjunto com os de outros Characiformes disponiveis na literatura e exploramos o
satelitoma de A. altiparanae, onde descobrimos e classificamos 32 sequéncias de DNAs
satélites promissores para a espécie. Com base nos resultados obtidos, concluimos que a
filogenia baseada em genomas mitocondriais completos dispbe a espécie A. altiparane
como grupo irmao de A. mexicanus e reforca a ideia de uma condicéo parafilética para o
género. Além disso, das 32 sequéncias de elementos repetitivos identificadas, sugerimos
trés como possiveis novos marcadores citogenéticos para A. altiparanae e para Astyanax
como um todo. Por fim, demonstramos que as abordagens in silico se inserem como um
complemento forte para as técnicas classicas de citogenética e FISH, sendo desde ja
imprescindiveis uma vez que, ao suprir algumas das limitacfes da citogenética classica e
da FISH, fornecem novos pontos de partida para melhor entender os mecanismos
geneéticos e cromossdmicos por detrds dos padrdes evolutivos dos Astyanax, ajudando

assim, numa reconstrucao mais precisa da historia do género.



ABSTRACT

Among neotropical fish, the genus Astyanax is considered one of the most diverse
and abundant. These fish are popularly known as “tetras” or “piabas” and despite being
widely studied, their phylogenetic relationships are still uncertain, due to a complex
taxonomy filled with cryptic species and species complex. For some decades, classical
cytogenetics and molecular studies have provided valuable data on the chromosomal use
of the genus, helping to identify species complexes and track their evolutionary histories.
Following advances in genome sequencing technologies and computational biology, a
new area has grown, Genomic Data Science, providing a wilderness of new tools and
approaches for genetic, ecological and evolutionary studies in diverse organisms. In this
dissertation, we explore some of these tools in the Astyanax altiparanae genome, which,
unlike other species of the genus, has poor chromosomally diversity, where current
cytogenetic markers can be less effective. With the genomic data obtained by Next-
Generation Sequencing (NGS) and using a series of bioinformatics tools we aim to carry
out the assembly of a complete mitogenome for A. altiparanae and analyze the satellite
of this species. The mitogenome obtained was described and its functional annotation was
made. We built a phylogeny from this mitogenome together with those of other
characiforms available in the literature and explored the A. altiparanae satellite, where
we discovered and classified 32 promising satellite DNA sequences for the species. Based
on the results obtained, we conclude that phylogeny based on complete mitochondrial
genomes makes the A. altiparane species the sister group of A. mexicanus and reinforces
the idea of a paraphyletic condition for the genus. In addition, of the 32 sequences of
repetitive elements identified, we suggest three as possible new cytogenetic markers for
A. altiparanae and for the genus as a whole. Finally, we demonstrate that in silico
approaches are a strong complement to the classic techniques of cytogenetics and FISH,
being essential since, by addressing some of the limitations of these two techniques, they
provide new starting points to better understand the genetic and chromosomal
mechanisms behind the evolutionary patterns of Astyanax, thus helping in a more accurate

reconstruction of the history of the genre.



1. INTRODUCAO:

Os “Peixes” configuram um grupo polifilético de animais vertebrados que se
distribuem por aguas doces e marinhas de quase todo o globo Terrestre (Helfman et al.,
2009). Esses animais correspondem a mais do que a metade de todas as espécies de
vertebrados vivos atualmente. Deste modo, também é alto o nimero de espécies no grupo,
cuja diversidade esta partilhada em aproximadamente 540 familias de 85 ordens. Os
tropicos abrigam o maior nimero de espécies dessas familias, onde dois tercos delas séo

peixes que habitam aguas doces (Nelson et al., 2016).

Dentre as familias existentes de peixes, Characidae ¢ uma das maiores e mais
complexas: é considerada a quarta mais diversa do mundo e a mais diversa quando se
trata das familias Neotropicais, onde possui mais de 1000 espécies distribuidas entre o
Norte da Argentina e o Sul dos EUA (Mirande, 2009 e 2010). Grande parte dos
Characidae é morfologicamente bem conservada, entretanto, diversas fontes importantes
de variacdo morfologica, relacionada principalmente a alimentacao, a resisténcia corporal
aos diferentes fluxos de &guas (com e sem corredeiras) (Breda et al., 2005) e até eventos
de miniaturizacdo, resultam em uma série de caracteres altamente homoplasticos no grupo
(Mirande, 2010).

As relacOes filogenéticas dos Characidae, tanto as internas quanto as com 0s
demais Characiformes, sdo instaveis (Mirande, 2018) e tém sido questionadas e discutidas
ha& décadas na literatura, em funcdo de davidas recorrentes quanto a sua composi¢édo e
monofiletismo (Lucena, 1993; Oliveira et al., 2011; Mirande, 2018). Uma definicdo mais
restritiva para Characidae foi proposta por Oliveira e coautores em 2011, onde a familia
foi fortemente recuperada como monofilética e caracterizada morfologicamente pela
auséncia de um 0sso supra-orbital em seus integrantes (Malabarba & Weitzman, 2003;
Oliveiraetal., 2011).

Essa e outras sinapomorfias utilizadas para alcancar estabilidade monofilética em
Characidae, embora sejam consideradas uma solucdo compativel com abordagens
moleculares e morfoldgicas disponiveis na literatura, ainda ndo resolvem totalmente as
relacdes de seus ramos internos (Mirande, 2018). Um dos motivos disso é a presenca de
mais de 80 géneros considerados como incertae sedis (do latim “com posigao incerta”)
nesta familia (Lima et al., 2003; Oliveira et al., 2011; Mirande, 2018).



Um desses géneros é o Astyanax. Na mitologia grega, Astyanax significava “Lorde
da cidade”, foi o apelido dado pelos Troianos a Scamandrius, principe filho de Hector e
Andromaca, durante a Guerra de Trdia (Homer, 1924). Scamandrius era uma homenagem
ao rio Scamander, ao noroeste de Anatdlia (Turquia moderna), e ao Deus-rio de mesmo
nome (Homer, 1924; Koerber, 2011; Rose & March, 2015; Encyclopadia Britannica,
2018).

Como género de peixes, Astyanax foi descrito por Baird & Girard em 1854 com
base no Astyanax argentatus. Eles incluiram como “Characini” peixes caracterizados pela
barbatana dorsal acima das barbatanas pélvicas; linha lateral ndo serrilhada; presenca de
uma nadadeira adiposa; fileiras duplas de dentes em ambas as mandibulas achatadas; sem

dentes caninos ou palatinos e com escamas grandes (Garavello & Sampaio, 2010).

Entre 1921 e 1927, em sua revisdo do género, Eigenmann incluiu uma série de
novos caracteres morfolégicos para definir o grupo, como o comprimento maximo entre
150 e 200mm e linha lateral completa. Isso abrangeu 74 novas espécies e subespécies
distribuidas do Rio Grande, na fronteira entre México e EUA, até o sul da Argentina,
Uruguai e Brasil (Eigenmann, 1921 e 1927; Garavello & Sampaio, 2010).

Atualmente o género compreende cerca de 170 espécies de peixes pequenos
conhecidos popularmente como piabas, lambaris ou “tetra fishes” (Eschmeyer, 2019). E
0 género mais rico em espécies dentro de Characidae, o mais diverso da regido
Neotropical (Orsi, 2004), sendo também um dos mais abundantes na América do Sul
(Eigenmann, 1921).

A alusdo do género Astyanax ao Deus-rio é compreensivel dada a tamanha
diversidade encontrada no grupo. Essa diversidade é, em partes, reflexo do habito de vida
e da historia evolutiva destes peixes, que se da em populagdes isoladas ao longo de riachos
de cabeceira e pequenos tributarios de corredeiras aos quais eles normalmente estdo
restritos (Garutti & Britski, 2000).

Os riachos de cabeceira contém, desproporcionalmente, um grande numero de
espécies em geral (Nelson et al., 2016) e naturalmente, a ictiofauna neotropical como um
todo é caracterizada por um alto grau de endemismos (Albert e Reis, 2011). Isso acontece,
pois, populagdes isoladas geralmente exibem uma grande variabilidade quando se trata

de caracteristicas morfoldgicas e genéticas (Badyaey et al., 2000).



Ainda se tratando da complexa diversidade dos Astyanax, um de seus efeitos é a
existéncia de espécies consideradas cripticas e, consequentemente, a incerteza que essas
espécies apresentam quanto as suas relacées filogenéticas. Como exemplo disso pode-se
citar dentro deste género, a construcdo artificial de trés principais complexos de espécies:
A. bimaculatus (Garutti, 1995), A. fasciatus (Justi, 1993) e A. scabripinnis (Moreira-Filho
& Bertollo, 1991). Estes diferentes complexos seriam uma forma intuitiva de agrupar
conjuntos de espécies que compartilham caracteristicas em comum, porém, suas

filogenias ndo corroboram com tais agrupamentos.

O género como um todo € considerado polifilético e suas relacdes filogenéticas
sdo incertas (Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto, 2016). Sendo assim, mesmo que
filogenias recentes aloquem os Astyanax dentro da subfamilia Stethaprioninae (Mirande,
2018), alguns autores consideram o género como Incertae sedis, por ndo apresentar
evidéncias robustas de monofiletismo, (Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto, 2016;
Mirande, 2018).

Uma outra questdo que envolve o género, dado o dificil reconhecimento e
identificacdo de suas espécies, é a inconsisténcia que pode ser encontrada na literatura
guando a taxonomia leva a classificacdo erronea daquelas que sdo morfologicamente
parecidas ou cripticas. A atual espécie A. fasciatus pode ilustrar bem isso: A. fasciatus foi
descrita originalmente por Cuvier em 1819 como Chalceus fasciatus. Os peixes que
remetiam a Chalceus fasciatus passaram a ser considerados como Tetragonopterus por
Steidachner em 1876, onde Tetragonopterus aeneus Hensel (1870) foi um sinGnimo
janior da atual A. fasciatus Fowler, 1948 (Melo & Buckup, 2006).

Posteriormente, Eigenmann transferiu a maior parte dos Tetragonopterus para o
género Astyanax, incluindo o nome janior de fasciatus. Foi quando finalmente A.
fasciatus foi redefinido por ele, entretanto, como um taxon composto por cinco

subespécies, com ocorréncia geral pelos rios do Brasil (Eigenmann, 1921).

A descricdo original de A. fasciatus feita por Eigenmann foi baseada em um
espécime oriundo da bacia do rio S&o Francisco, ainda assim ele atribuiu sua distribuicéo
a diferentes bacias pelo pais (Eigenman, 1921). Em consequéncia disso, alguns trabalhos
tém questionado a validade dessa descricdo, cujas defini¢cBes sdo tdo amplas que podem

abranger outras espécies de Astyanax, tanto que existem A. fasciatus sendo relatados em



rios do México e Argentina quando deveriam ser restritos ao rio S&o Francisco no Brasil
(Melo & Buckup, 2006).

Dos complexos de Astyanax citados anteriormente, pode-se destacar o A.
bimaculatus, que apresenta caracteristicas bem mais conservadas que 0s demais
complexos (Domingues et al., 2007; Pazza et al., 2018). Proposto por Garutti em 1995,
os A. bimacultatus sdo atualmente representados pela especie homénima em conjunto
com outras como A. altiparanae, A. lacustris, A. assuncionensis e A. abramis. Estas
espéecies vivem entre a vegetacdo submersa de aguas calmas e menos turbulentas.
Possuem uma alimentacdo versatil e comportamento oportunista, sendo distribuidas
principalmente pelas bacias do alto rio Parang, Paraguai, Iguagu e S&o Francisco (Shibatta
et al., 2002; Domingues et al., 2007; Pazza et al., 2018).

A maior parte das espécies animais e vegetais possuem um nimero cromossémico
ou citotipo caracteristico, mas quando se trata de peixes, muitas variagdes podem ser
encontradas, em funcdo de rearranjos numéricos, estruturais e da presenca de
cromossomos supranumerarios (Pazza et al., 2007). A existéncia de uma grande
diversidade cariotipica nas populagdes de Astyanax, aliada a sua abundéncia e riqueza,
tornam o género um importante modelo para se estudar a diversificacdo evolutiva. Os
Astyanax, em conjunto com o seu habitat, sdo entdo alvos de diversos tipos de estudos
ecologicos e genéticos que buscam elucidar seus complexos padrées evolutivos (Badyaev
et al., 2000).

Tais estudos sdo realizados geralmente a partir da Citogenética, que engloba a
investigacdo dos cromossomos, suas formas e arranjos (isolados ou em conjunto), suas
funcbes, origens, variacbes e evolucdo (Guerra, 1988); da Filogeografia e da
Biogeografia, que tém fornecido muitos dados sobre a natureza demografica e histérica

da evolucgéo intraespecifica de muitas espécies (Avise, 2009).

Os estudos cariotipicos realizados em Astyanax vém fornecendo dados
significativos para entender como o isolamento repercute nas suas populagdes (Shibatta
& Artoni, 2005). Enquanto os A. fasciatus tém demonstrado um nimero cromossémico
variavel de 2n=45, 46, 47, 48 e 50 (Pazza, 2006; Ferreira-Neto, 2012), os A. bimaculatus,
em especial os A. altiparanae aqui estudados, possuem um nuamero diploide constante em
suas populacdes, sendo 2n=50 cromossomos (Kavalco et al., 2011; Fernandes et al.,
2014).



Esse numero diploide conservado dos A. altiparanae é considerado
simplesiomdrfico dentro dos Astyanax (Kavalco et al., 2011). Ainda assim, existem
variagOes cariotipicas na espécie, onde sdo encontradas diferencas em sua formula
cariotipica, no numero fundamental de bragos e na simetria geral dos caridtipos. E
possivel também observar citotipos distintos e estruturacdo populacional nesses peixes

em diferentes bacias e sub-bacias (Kavalco et al., 2011; Fernandes et al., 2014).

Esses dados citogenéticos, em conjunto com o0s moleculares e os caracteres
morfoldgicos compartilhados pelos A. altiparanae, como a propria mancha umeral oval
e o rabo amarelo caracteristicos, sugerem que pelo menos o complexo A. bimaculatus
seja monofilético (Pazza et al. 2018), com divergéncia relativamente recente, onde seria
composto por dois principais clados: A. altiparanae e A. bimaculatus (Pazza & Kavalco,
2007; Mello, R. 2009; Kavalco et al. 2011; Fernandes et al. 2014; Pazza et al. 2018).

Dentre as varias técnicas existentes dentro da Citogenética, sdo os trabalhos
realizados com Hibridagdes Fluorescentes in situ (FISH), utilizando de sondas de DNA
Ribossémico (rDNA) 5S e 18S, juntamente com o satDNA As-51, que tém fornecido
dados promissores sobre a historia evolutiva dos Astyanax (Abel et al. 2006; Pazza et al.,
2018). A combinacdo desses marcadores € interessante e promissora uma vez que 0S
rDNASs 5S e 18S constituem sequéncias repetitivas altamente conservadas de pares de
base, ao passo que 0 DNA satélite repetitivo denominado As-51, é menos conservado e
mais plastico, devido a sua semelhanca com elementos transponiveis (Martins & Galetti,
1999; Hatanaka & Galetti, 2004).

As técnicas de FISH permitem determinar e localizar fisicamente nos
cromossomos a presencga de sequéncias de interesse (que podem ser utilizadas como
marcadores citogenéticos), por meio de sondas fluorescentes de DNAs complementares
a essas sequéncias (Schwarzacher, 2003). Os fluorocromos utilizados na marcacdo das
sondas sdo moléculas que ao serem excitadas por luzes de um determinado comprimento
de onda, emitem luz de um comprimento menor (Schwarzacher, 2003). A luz emitida
pelos fluorocromos pode entdo ser captada por microscépios de epifluorescécia que
tornam possivel a observacdo, registro fotografico, quantificacdo e comparacdo dos
diferentes marcadores citogenéticos. Essas abordagens englobadas pela Citogenética
Molecular, em conjunto com a Classica, permitem a deteccdo, comparacao e estudo de
regibes homedlogas entre os cromossomos de diferentes espécies e populagdes,

auxiliando na determinag&o de suas relacGes filogenéticas (Pazza et al., 2018).



O genoma de um eucarioto geralmente € composto tanto por sequéncias de DNA
Unicas, quanto por sequéncias repetitivas como os rDNAs e o satélite As-51 mencionados
anteriormente (Lopez-Flores & Garrido-Ramos, 2012). A fracédo repetitiva do DNA pode
ser organizada em elementos moderadamente ou altamente repetitivos, que se dispdem
em conjunto ou dispersos pelo genoma, onde formam familias de diferentes classes
génicas como elementos transponiveis, DNAs ribossémicos, pseudogenes, repeti¢cdes em
tandem ou DNA s satélites, constituindo o que é denominado de Repeatome (LApez-Flores
& Garrido-Ramos, 2012; Ruiz-Ruano et al., 2016).

DNAs satélites (satDNAs), num geral, sdo fracdes ndo codificantes e
extremamente dindmicas do genoma que se encontram repetidas em tandem ou dispersas,
sendo um dos mais abundantes componentes do Repetoma (do inglés Repeatome) e dos
genomas dos eucariotos (Plohl et al., 2012). Um Gnico genoma eucarioto pode carregar
centenas de familias de satDNAs, com diferentes localiza¢cdes no genoma, cada uma com
suas proprias dinamicas e taxas de evolugdo (Ruiz-Ruano et al., 2016). Todas as espécies
vivas contém entdo uma biblioteca de satDNAs, cujo conjunto pode ser chamado de
Satellitome (Ruiz-Ruano et al., 2016; Duilio et al., 2017). O satelitoma de uma espécie
pode ou ndo ser parcialmente ou totalmente compartilhado com outras espécies e
populacdes proximamente relacionadas (Ruiz-Ruano et al., 2016; Rodrigues et. al.,

2019), seguindo o que € conhecido como “hipdtese da biblioteca” (Fry & Salser, 1977).

Essas sequéncias repetitivas mudam rapidamente ao longo da evolucdo dos
organismos, onde se tornam excelentes marcadores de segmentos cromossdmicos que
permitem rastrear 0s rearranjos cromossdmicos (Moscone et al., 2007). Apesar de
fornecerem diversos dados valiosos, estudos genémicos e citogenéticos sobre 0s
satelitomas ainda sdo escassos, principalmente se comparados a familias multigénicas
como a dos DNAs ribossdmicos (Rebordinos et al., 2013). Isso talvez se deva aos
laboriosos e complexos métodos de obtencao desse tipo de DNA nos diversos organismos
(Heslop-Harrison, 2000; Vicari et al., 2010; Mehrotra et al., 2014; Pamponét et al., 2019).

Os métodos mais tradicionais para o isolamento de sequéncias de DNAS satélites
em peixes Actinopterygii, envolviam o uso de enzimas de restricdo especificas,
reassociacdo cinética com DNA COt-1 (DNA enriquecido com sequéncias altamente e
moderadamente repetitivas) e a microdisseccdo de cromossomos submetidos a

bandamento-C, seguidos da amplificacdo de sequéncias heterocromaticas via DOP-PCR



(reacdo em cadeia da polimerase iniciada com oligonucleotideos degenerados) (Telenius
etal., 1992; Ferreira & Martins et al., 2008; Vicari et al., 2010).

Nos Ultimos anos, o sequenciamento de nova geracdo (NGS) a custos mais baixos,
em conjunto com ferramentas de bioinforméatica mais acessiveis, tém facilitado a
identificacdo, montagem, caracterizacdo e comparacdo das sequéncias repetitivas (e até
mesmo de genomas completos) entre as espécies (Novak et al., 2013; Afgan et al., 2018;
Rodrigues et. al., 2019).

Quando se fala de uma bioinformética mais acessivel, todo o destaque vai para a

plataforma publica Galaxy (http://usegalaxy.eu/ - Afgan et al., 2018). Iniciada em 2005,

a plataforma Galaxy é um sistema para integracdo e manipulagdo de sequéncias de DNA,
alinhamentos, montagens e anotacdes gendmicas. Atualmente, o Galaxy esta disponivel
em trés servidores diferentes, cada um dispondo de um conjunto distinto de ferramentas,

um servidor europeu (http://usegalaxy.eu/), um na Australia (https://usegalaxy.org.au/) €

um americano (https://usegalaxy.org). De acordo com seus desenvolvedores, o sistema

habilitou bidlogos sem treinamento em programacao e administracdo de sistemas de
computadores, a desenvolverem analises computacionais robustas via web (Afgan et al.,
2018).

Diversos tipos de andlises podem ser performadas rodando diferentes séries de
ferramentas sucessivas (que podem ser automatizadas através de workflows construidos
pelo préprio usuario) dentro da plataforma, a partir de qualquer navegador de internet,
onde o Galaxy preserva a procedéncia, inputs, outputs e o referencial bibliografico de
cada etapa realizada (Afgan et al., 2018). Para estudos de satelitoma, por exemplo, €é
possivel usar uma instancia alternativa do sistema Galaxy que é o RepeatExplorer

(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/ - Novak et al., 2013).

O servidor do RepeatExplorer fornece uma ferramenta homonima cuja pipeline
(instrucdes segmentadas) computacional utiliza de reads (leituras) gerados por NGS de
shotgun para identificacdo de sequéncias repetitivas (Novéak et al., 2013; Lower et al.,
2018). Essa abordagem ja permitiu ndo s6 a busca por sequéncias que podem ser
utilizadas como sondas e marcadores citogenéticos na FISH em diversos organismos (de
plantas dos géneros Quercus e Passiflora (Pamponét et al., 2019; Mascagni et al., 2020)
a animais-modelo como moscas (Silva et al., 2019), gafanhotos (Ferretti et al., 2019) e
peixes (Duilio et al., 2017), como também permitiu a classificacéo e o estudo comparativo


http://usegalaxy.eu/
http://usegalaxy.eu/
https://usegalaxy.org.au/
https://usegalaxy.org/
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/

in silico de contigs de DNAs repetitivos que sao invisiveis nas hibridacdes (Ruiz-Ruano
et al., 2016; Duilio et al., 2017).

A plataforma Galaxy, incluindo suas instancias, também se atém a questdes
delicadas de replicabilidade e reprodutibilidade das analises de dados genémicos (Goecks
et al., 2010), onde ela ndo s6 possui integracdo com alguns bancos de dados gendémicos
como o GenBank, como também permite que suas ferramentas, workflows e pipelines
sejam facilmente exportados e compartilhados. Deste modo, o Galaxy tem sido utilizado
para realizar diferentes tipos de pesquisas gendmicas de ponta, indo da montagem e
anotacéo estrutural e funcional de genomas (de novo ou com genoma de referéncia) a
investigacOes de epigendmica e de interacbes genoma-ambiente (Kikuchi et al., 2010;
Peleg et al., 2010).

O sequenciamento de genoma completo em conjunto com o Galaxy, podem entéo
ser utilizados como uma nova e alternativa abordagem para se estudar a dinamica
evolutiva dos Astyanax. As ferramentas de bioinformatica disponiveis na plataforma
auxiliam no estudo in silico de sequéncias genémicas obtidas via NGS. Essas sequéncias
aliadas as técnicas de FISH, podem se tornar marcadores citogenéticos bem mais
eficientes, uma vez que ja foram previamente identificadas e estudadas (Ferretti et al.,
2019; Rodrigues et. al., 2019).

Dentro desses dados de genoma completo, as sequéncias que compdem todo o
DNA mitocondrial (mtDNA) também podem ser recuperadas. Tal qual os marcadores
citogenéticos que ajudam a tracar filogenias cromossémicas, 0 mitogenoma a parte se
mostra igualmente promissor quando se tratam de anélises filogenéticas moleculares,
estudos populacionais e de estruturacdo genética das diferentes populacdes (Avise et al.,
1987). Historicamente, genes mitocondriais tém sido muito utilizados em inimeros
organismos, sequéncias como COIl, ATPase e Cyt b, sdo promissoras para se estudar
filogenias profundas e divergéncias antigas entre os grupos animais (Curole & Kocher,
1999), entretanto, abordagens que utilizam do genoma mitocondrial completo ainda sdo

relativamente recentes (Smith, 2015).

Mesmo que centenas de artigos com descri¢cdes de genoma mitocondrial tenham
sido produzidos nos ultimos anos e apesar de ser o0 genoma mais sequenciado atualmente
(Smith, 2015), poucos mitocondriais completos estdo disponiveis para o género Astyanax,

sendo que a unica espécie cujos dados gendémicos sdo bem explorados € o A. mexicanus,
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por ser um importante organismo-modelo em estudos evolutivos e de desenvolvimento
embrionario (Borowski, 2008; Barreto et al., 2017).

1.2 OBJETIVOS:

Em fungdo do contexto apresentado na introducéo, o presente trabalho teve como
objetivo geral, explorar os dados oriundos do sequenciamento do genoma completo de

Astyanax altiparanae.

1.2.1 Objetivos Especificos:
- Extrair dos dados de NGS o genoma mitocondrial completo da espécie;
- Fazer a anotacgdo funcional desse mitogenoma;

- Descrever e comparar 0 mitogenoma montado de A. altiparanae com outros

mitogenomas de peixes disponiveis na literatura;

- Realizar, in silico (ou seja, computacionalmente), a prospeccdo de sequéncias
genbmicas que possam se tornar marcadores citogenéticos Uteis para estudos

cromossémicos em A. altiparanae e em Astyanax como um todo.

- Levantar dados que contribuam ndo s6 para a resolucdo da complexa filogenia de
Astyanax, como também para um melhor entendimento dos mecanismos genéticos e
cromossémicos por tras dos padrdes evolutivos e da diversidade cromossémica

encontrados no género.
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2. CAPITULO 1:

MONTAGEM DO GENOMA MITOCONDRIAL COMPLETO DE Astyanax
altiparanae Garutti & Britski, 2000 (CHARACIFORMES, CHARACIDAE)

Matheus Lewi Bonaccorsi de Campos25, Fabiano Bezerra Menegidio®, John Seymour (Pat)
Heslop-Harrison*, Trude Schwarzacher?, Rubens Pasa?5, Karine Frehner Kavalco?®

1 Programa de Pés-Graduagao em Zoologia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte, MG, Brasil.

2 Laboratorio de Genética Ecolbgica e Evolutiva, Universidade Federal de Vigosa, campus Rio
Paranaiba, Rio Paranaiba, MG, Brasil.

3Nucleo Integrado de Biotecnologia, Universidade de Mogi das Cruzes, Brasil.
4 Department of Genetics and Genome Biology, University of Leicester, United Kingdom.

5Laboratorio de Bioinformatica e Gendmica, Universidade Federal de Vicosa, campus Rio
Paranaiba, Brasil.

2.1 Resumo:

Astyanax é um dos géneros de peixes mais abundantes da América do Sul. Apesar
de ser amplamente estudado, suas relacdes filogenéticas ainda sdo incertas, em funcao de
uma taxonomia complexa, que inclui grupos de espécies cripticas. Nesse caso, filogenias
mitocondriais podem ser Uteis ndo s6 quando dados morfoldgicos e moleculares ndo sdo
resolutivos, mas também para uma identificacdo mais precisa dos taxons. A partir da
incerteza filogenética existente nos Astyanax e da escassez de trabalhos com
sequenciamento de genoma mitocondrial completo no género, apresentamos aqui 0
mitogenoma completo de Astyanax altiparanae, com uma breve filogenia desse
mitogenoma com 0s de outros Characidae. O comprimento do mitogenoma é de
16.730pb, contendo 13 genes codificadores de proteinas, 2 RNASs ribossémicos, 22 RNAs
transportadores e uma regido de controle com 1.067 pb (D-loop). O mitogenoma obtido
segue a conformacao tipica dos vertebrados onde todos os genes sdo codificados na cadeia
pesada, exceto o gene ND6 e oito tRNAs. Em nossas analises filogenéticas, A. altiparane
aparece como grupo irmao de A. mexicanus, sendo o género Astyanax paralifilético.
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2.2 Introducéo:

Conhecidos popularmente como lambaris, piabas ou tetras, os Astyanax
compreendem um dos géneros de peixes mais abundantes da América do Sul
(Eigenmann, 1921). Com cerca de 170 espécies (Eschmeyer, 2019) distribuidas entre o
sul dos EUA e o norte da Argentina (Ornelas-Garcia et al., 2008), este € 0 género mais

diverso da regido Neotropical (Orsi, 2004).

Compartilhando uma série de tracos morfolégicos homoplasticos (Ornelas-Garcia
et al., 2008), os Astyanax sdo de dificil identificacdo e reconhecimento, onde apresentam
espécies cripticas (Melo & Buckup, 2006; Pansonato-Alves et al. 2013) e complexos de
espécies. Um destes complexos € o grupo A. bimaculatus (Garutti, 1995), que engloba os
lambaris de rabo amarelo com mancha umeral oval, como a propria espécie A.
bimaculatus, em conjunto com A. altiparanae, A. lacustris, A. abramis, entre outras
(Domingues et al., 2007; Pazza et al., 2018).

Dados citogenéticos, moleculares e morfoldgicos sugerem que o complexo A.
bimaculatus seja monofilético, formado por dois principais clados: A. altiparanae e A.
bimaculatus (Fernandes et al., 2014; Pazza et al., 2018), entretanto, em funcdo de
filogenias morfoldgicas e moleculares abrangendo outros complexos, como A. fasciatus
(Justi, 1993) e A. scabripinnis (Moreira-Filho & Bertollo, 1991), o género como um todo
é considerado polifilético e suas relacdes filogenéticas sdo incertas (Oliveira et al., 2011;
Schmitter-Soto, 2016).

Ainda que filogenias recentes aloquem os Astyanax dentro da subfamilia
Stethaprioninae (Mirande, 2018), essa proposi¢do ainda ndo possui forte sustentacédo
filogenética e alguns autores consideram o género como Incertae sedis justamente pela
auséncia de evidéncias robustas de monofiletismo (Oliveira et al., 2011; Schmitter-Soto,
2016; Mirande, 2018).

Neste cendrio, o sequenciamento de genomas fornece outra via de dados que
podem ser utilizados para tentar resgatar as filogenias e se estudar as dindmicas evolutivas
desses organismos. O genoma mitocondrial, em especial, se mostra historicamente
promissor quando se tratam de analises filogenéticas (Avise et al., 1987), ja que as
sequéncias mitocondriais em si, tém sido muito utilizadas para se estudar até mesmo

filogenias mais antigas entre os grupos animais (Curole & Kocher, 1999; Smith, 2015).
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Em Astyanax, entretanto, abordagens genémicas sdo bem exploradas apenas em
A. mexicanus, que ¢ um organismo modelo em estudos evolutivos (Borowski, 2008). Para
espécies brasileiras, os estudos gendmicos ainda sdo escassos, de modo que, até o
momento, apenas dois mitogenomas foram descritos para o género, o de A. paranae (Silva
et al., 2016) e A. giton (Barretos et al., 2017). Assim, neste trabalho, objetivamos
descrever o mitogenoma de Astyanax altiparanae (uma espécie da bacia do Alto Parand)

e compara-lo com outros genomas mitocondriais disponiveis na literatura.

2.3 Materiais e Métodos:

O Astyanax altiparanae utilizado neste trabalho havia sido previamente coletado
no Ribeirdo Pirapitinga (bacia do rio Paranaiba) em Ibid — MG (19°21'06.34"S,
46°47'34.81"0) e estava depositado na colecdo ictioldgica do Laboratério de Genética
Ecoldgica e Evolutiva da Universidade Federal de Vigcosa (LaGEEvo), campus Rio
Paranaiba-MG, Brasil, sob o voucher 4121 e sob a licenga fornecida pelo Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) A9FE946.

O DNA gendmico total foi extraido de amostras de figado e coracdo dos
individuos (obtidas do Banco de Tecidos e Suspensdes Celulares do LaGEEvo0), conforme
as instrucdes do Kit de extracdo e purificacdo de DNA PureLink da Invitrogen. Apds a
verificacdo da qualidade via NanoDrop Lite Spectrophotometer, 0 sequenciamento de
genoma completo foi realizado em um Novaseq 6000 (Illumina, San Diego, CA) na
empresa Novogene, Reino Unido.

A montagem de novo com Novoplasty v3.7 foi realizada usando as leituras brutas
de 2x150pb do sequenciamento em um computador com clusters paralelos (64 Gb de
RAM), com trés Kmers distintos (suplemento). As sequéncias obtidas foram anotadas no
MitoAnnotator (lwasaki et al., 2013) do MitoFish (http://mitofish.aori.u-tokyo.ac.jp).

Para analises de composicdo e qualidade do mitogenoma, a sequéncia obtida foi
submetida a um workflow de ferramentas de bioinforméatica (Figura 1 do material
suplementar)  disponiveis na plataforma pablica do Galaxy europeu
(https://usegalaxy.eu/, Afgan et al., 2018).
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A partir da sequéncia mitogendmica completa de A. altiparane e de sequéncias
mitocondriais de outras espécies de Characiformes obtidas do GenBank, os 13 genes
codificadores de proteinas (PCGs) foram concatenados e utilizados na construcdo de uma
arvore de maxima verossimilhanca no software MEGA X (Kumar et al., 2018), com 1.000
réplicas de bootstrap, depois de submetidos ao teste de melhor modelo evolutivo
(GTR+G+I) também pelo MEGA X (Figura 2).

2.4 Resultados:

O sequenciamento de genoma completo resultou em um conjunto de dados de 33
milhdes de reads de 150pb de comprimento para o A. altiparanae (Tabela 1). Dentro
destes dados, o genoma mitocondrial total obtido de A. altiparanae contém 16.730pb de
comprimento e é composto por 37 genes funcionais (0 voucher do GenBank estara
disponivel apos publicacdo do artigo que esta em preparacdo) (Figura 1), dos quais 13
sdo genes codificadores de proteinas (PCGs), 22 genes de tRNA e dois genes de rRNA,
seguindo a ordem esperada de acordo com 0s mitogenomas dos outros Astyanax ja
descritos. A regido de controle terminal (D-loop) possui 1.067pb. Todos os PCGs estédo
na cadeia pesada (H), exceto o gene ND6, que esta na cadeia leve, juntamente com oito
tRNAs (Tabela 2).

O contetdo de A+T corresponde a 58,3% do mitogenoma. A composi¢cdo das
bases € de 29,59% para A; 28,66% para T; 15,45% para G e 26,28% para C. Além disso,
0 mitogenoma de A. altiparanae apresenta 11 regides intergénicas, totalizando 92pb. Os
13 PCGs correspondem a 68,25% do genoma mitocondrial de A. altiparanae que, mesmo
com pequenas alteracdes quando comparado a outros peixes do género, segue a

conformacao tipica dos vertebrados.

Quase todos os PCGs comegcam com o codon ATG usual e terminam com TAA
ou TAG, as excegOes se encontram destacadas na Tabela 2. O mitogenoma de A.
altiparanae apresentou sobreposicfes que totalizam 26pb em regides codificantes
(entre tRNA-Ile e tRNA-GIn — 2pb; tRNA-Cys e tRNA-Tyr — 1pb; COIl e tRNA-Ser — 13pb;
ATPase 8 e ATPase 6 — 13pb) (Tabela 2). Foram encontrados 20 polimorfismos de

nucleotideo unico (SNPs), e ndo foram encontrados indels.

Na a arvore de maxima verossimilhanca resultante das analises com o MEGA X,

considerando como outrgroup o Acestrorhynchus sp. (Figura 2), nosso A. altiparanae foi
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recuperado como clado irmdo de A. mexicanus. Estes dois clados formaram ainda um

grupo monofilético com A. paranae, com um alto valor de suporte. Entretanto, Astyanax

como um todo ndo foi recuperado como monofilético. Quase todos os clados obtiveram

altos valores de suporte, exceto o clado (G. bogotensis (A. paranae (A. mexicanus + A.

altiparanae))).

Tabela 1: Resumo dos dados brutos oriundos do sequenciamento
NGS de A. altiparanae.

Numero de reads sequenciados: 33,665,935
Tamanho médio da sequéncia: 150 pb
Numero total de bases sequenciadas: 5,050 Mb
Conteudo G+C total: 38,32%
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Figura 1: Genoma mitocondrial completo de A. altiparanae.
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A. altiparanae
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A. mexicanus (AP011982.1)
A. paranae (KXG609386)

99

Grundulus bogotensis (KMEBT7150)

100

A. giton (MF805815)
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Hemigrammus bleheri (LC074360)
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Hydrolycus scomberoides (AP011989)
Acestrorhynchus sp. (AP011981)

Figura 2: Arvore de maxima verossimilhanca obtida através dos 13 PCGs concatenados dos mitogenomas disponiveis de Characidae, sob o modelo GTR+G+| e 1.000 réplicas de
Bootstrap. Em paréntese se encontram os vouchers das sequéncias disponiveis no GenBank.



Tabela 2: Caracteristicas do genoma mitocondrial de Astyanax altiparanae. Os cédons ndo
usuais se encontram grifados e em negrito. As letras H e L indicam, respectivamente, as
cadeias pesada (heavy - H) e leve (light - L).

Gene Posicio Comprimento (bp) Cadeia Caodon

De Ate Inicio Parada
tRNAP™ 1 68 68 H
125 rRNA 69 1014 946 H
tRNA" 1015 1086 72 H
165 rRNA 1087 2756 1670 H
tRNA 2757 2831 75 H
ND1 2832 3803 972 H ATG TAA
tRNA"™ 3812 3883 72 H
tRNAS" 3882 3953 72 L
tRNAME 3966 3953 70 H
ND2 3966 4035 1056 H ATG TAA
tRNA™® 5102 5172 71 H
tRNA 5180 5248 69 L
tRNA®S 5250 5322 73 L
tRNASH 5353 5419 67 L
tRNAT 5419 5489 71 L
col 5491 7050 1560 H GIG  AGG
tRNAZ 7038 7109 72 L
tRNA 7117 7188 72 H
COll 7203 7893 691 H ATG I
tRNAD® 7894 7966 73 H
ATPase 8 7968 8135 168 H ATG TAG
ATPase 6 8126 8807 682 H GIG I
coln 8808 9591 784 H ATG T
tRNASY 9592 9662 71 H
ND3 9663 10011 349 H ATG T
tRNAT 10012 10080 69 H
ND4L 10081 10377 297 H ATG TAA
ND4 10371 11751 1381 H ATG T
tRNA™ 11752 11820 69 H
tRNAZ 11821 11888 68 H
tRNAM 11890 11962 73 H
ND5 11963 11801 1839 H ATG TAA
NDE 13798 14313 516 L ATG TAG
tRNAS" 14314 14381 68 L
Cytb 14387 15523 1137 H ATG TAA
tRNA™ 15525 15596 72 H
tRNA™™ 15595 15663 69 L
D-loop 15664 16730 1067 H
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2.5 Discussao e Conclusfes:

Filogenias precisas sdo a base para uma compreensdo cada vez mais completa da
evolucéo dos vertebrados (Curole et al., 1999). Tanto taxons irm&os, quanto membros de
complexos de espécies que possuem tempos de divergéncia curtos entre si, e que retém
um alto grau de similaridade morfoldgica, podem se mostrar como espécies cripticas de
dificil reconhecimento, mesmo que estejam em diferentes trajetdrias evolutivas (Struck
et al., 2018). Isso interfere diretamente na construcdo das filogenias, onde a taxonomia
ndo s6 desempenha um papel fundamental em uma identificagdo mais precisa, como
também na conservacdo dos organismos, afinal, ndo podemos esperar conservar

organismos que ndo podemos nem mesmo identificar (Mace, 2004).

A questdo bioldgica apresentada acima é uma das principais polémicas levantadas
quando se trata dos Astyanax, onde nem a tribo (Grundulini - Fowler, 1958) e nem a
subfamilia (Stethaprioninae) propostas para o género, possuem medidas de suporte altas
nas analises filogenéticas moleculares e morfologicas (Mirande, 2018). Entretanto,
estudos anteriores mostraram que populacdes alopétricas de Astyanax, como em A.
scabripinnis e A. bimaculatus podem mostrar estruturacdo cromossémica associada ou
ndo a estruturacdo morfoldgica, onde é possivel diferenciar suas populac6es (Pazza et al.,
2008b & 2016; Fernandes et al., 2014). Neste cenario, combinacdes de diferentes tipos
de caracteres taxon6micos sdo necessarias para uma taxonomia mais integrativa e
resolutiva e, consequentemente, filogenias mais robustas (De Queiroz, 2007; Padial et al.,
2010; Struck et al., 2018).

Na filogenia mitocondrial proposta por Silva e colaboradores em 2016, a espécie
mais proxima de A. paranae era A. mexicanus. A topologia dessa arvore, com a insercao
do nosso genoma mitocondrial de A. altiparanae, se torna ligeiramente diferente. Em
nossas analises (Figura 2), A. altiparanae passa a ser 0 grupo irmao mais préximo de A.
mexicanus, com A. paranae como irméo do clado por eles formado. Essa nova topologia
é concordante com a filogenia baseada na sequéncia da ATPase6/8, em associacdo a
marcadores cromossémicos, proposta por Pazza et al. (2018). Comparando com outros
characiformes, Astyanax continua como parafilético, como foi observado por Barreto et

al. (2017), em funcdo das relacdes evolutivas de A. giton.
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De qualquer forma, a organizacao final dos genes mitocondriais obtidos de A.
altiparanae € semelhante a dos outros Astyanax disponiveis na literatura, com diferencas
no comprimento e na composi¢cdo de alguns genes. O D-loop de A. altiparanae, por

exemplo, tem 70pb a mais que A. giton e 35pb a mais que A. paranae.

O mitogenoma de A. altiparanae é 0 maior em comprimento dentre os Astyanax
da literatura, ainda assim, seus PCGs sdo ligeiramente menores que o de A giton (3,55%).
O tamanho maior do mtDNA de A. altiparanae provavelmente se deve ao longo D-loop
e as regides intergénicas, que totalizam 92pb, quantidade maior que a encontrada em

outras espécies da familia Characidae (Barreto et al., 2017).

Incongruéncias filogenéticas ainda sdo um problema mesmo na era dos grandes
dados gendmicos (Betancur et al., 2019). Como as sequéncias mitocondriais oferecem
naturalmente uma série de vantagens sobre outros genes nas analises filogenéticas (Avise
etal., 1987), o uso de genomas mitocondriais completos tem resultado na recuperacéo de

filogenias bem resolvidas em diversos animais (de Freitas et al., 2018; Fu et al., 2019).

Embora a maioria dos mtDNAs atualmente sequenciados sejam de animais
(Smith, 2015), os Astyanax ainda carecem desse tipo de marcador genético em suas
filogenias. Deste modo, concluimos que o mitogenoma completo de A. altiparanae
disponibilizado, podera ndo s6 auxiliar numa taxonomia mais precisa dentro do complexo
A. bimaculatus, como também em estudos futuros de genética populacional e contribuira
para a resolucdo da complexa filogenia do género, onde nossos resultados apoiam a
condicdo parafilética para os Astyanax, por enquanto, pois novas hipoteses poderdo ser

testadas a medida que mais mitogenomas forem incorporados nas analises.
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2.6 Material Suplementar:

Figura 1: Workflow gerado na plataforma Galaxy mostrando as etapas e ferramentas utilizadas. Para analise de
qualidade do genoma mitochondrial de A. altiparanae foi utilizado o Fasta Statistics. A busca por SNPs e InDels foi
performada mapeando os reads R1 e R2 contra a sequéncia mitocondrial através das ferramentas Bowtie2, Samtools
mpileup, VarScan mpileup e o arquivo final foi conferido e visualizado pelo Bcftools stats.
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3. CAPITULO 2:
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3.1. Resumo:

DNAs satélites sdo sequéncias repetidas em tandem formando matrizes que
podem ir de dois pares de bases até megabases de comprimento. Eles estdo entre 0s
elementos repetitivos mais abundantes e de evolucdo mais rapida do genoma eucarioto,
onde podem desempenhar uma série de papéis funcionais nos cromossomos. O
barateamento das tecnologias de sequenciamento, em conjunto com o desenvolvimento
recente de softwares especificos para estudos de satelitoma (conjunto de satDNAs em um
genoma), tém impulsionado o uso de sequéncias repetitivas como marcadores
citogenéticos, 0s quais ajudam no entendimento sobre como essas sequéncias podem
influenciar a organizacdo e a evolucdo dos genomas e das espécies, mesmo em
organismos ndo-modelo. Neste trabalho, utilizamos dos softwares de agrupamento
RepeatExplorer e TAREAN, auxiliados pelos bancos de dados do Blast e do Dfan, para
realizar a identificacdo de novo e o estudo in silico de sequéncias repetitivas do genoma
de Astyanax altiparanae (obtido via NGS), em busca de possiveis marcadores
citogenéticos. Encontramos um total de 32 satélites putativos, dos quais 15 séo
correspondentes a sequéncias ja descritas e 17 sdo sequéncias inteiramente novas que
requerem validacdo via FISH, e concluimos que pelo menos 3 dos satélites putativos séo
marcadores citogenéticos em potencial.
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3.2.Introducéo:

Os DNAs satélites (satDNAs) estdo entre os elementos repetitivos mais
abundantes do genoma eucarioto (Silva et al., 2019). SatDNAs séo sequéncias repetidas
em tandem, formando matrizes que podem ir de dois pares de bases até megabases de
comprimento (Lopez-Flores & Garrido-Ramos, 2012; Silva et al., 2019). Eles podem ser
classificados em microssatéelites (até 9 nucleotideos encontrados em um Kkilobase),
minissatélites (mais de 9 nucleotideos em 1kbp) e satélites (200 nucleotideos ou mais) a
depender de seu comprimento, mas ndo ha um consenso preciso sobre esses limites de
tamanho (Tautz, 1993; Richard et al., 2008; Ruiz-Ruano et al., 2016).

SatDNAs se encontram distribuidos preferencialmente em  regides
heterocrométicas pericentrométricas ou subteloméricas dos cromossomos, podendo
também serem encontrados dispersos na eucromatina (Kuhn et al., 2012; Pavlek et al.,
2015; Utsunomia et al., 2019). Apesar de geralmente ndo serem sequéncias codificantes,
ainda assim, satDNAs podem desempenhar uma série de papéis funcionais nos
cromossomos, relacionados a estruturagcdo cromossdmica, modulacdo da cromatina,
estabelecimento de centromeros ou mesmo regulagdo génica (Rosic et al., 2014;
Bracewell et al., 2019; Silva et al., 2019).

O conjunto de familias de DNAs satélites pode ser chamado de Satelitoma (Ruiz-
Ruano et al., 2016), sendo um dos grupos de DNAs repetitivos de evolucdo mais rapida
do genoma (Kuhn et al., 2008; Ruiz-Ruano et al., 2016; Duilio et al., 2017). Alguns
componentes do satelitoma de um organismo podem ser especificos de um cromossomo
ou de uma espécie, e cada espécie apresenta uma biblioteca inteira de satDNAs que pode
ou ndo ser compartilhada com taxons mais proximos (Vicari et al., 2010; Rodrigues et
al., 2019).

Desde a descoberta dos primeiros DNAs satelites nos anos 60, diversos estudos
sobre a organizacdo, composicdo e localizacdo fisica desses DNAS repetitivos nos
cromossomos elucidaram varias questdes sobre mecanismos evolutivos do genoma: as
altas taxas evolutivas do satelitoma, sua abundancia e papel estrutural possuem todos
implicacdes importantes para a diversificacdo e evolucdo dos genomas e das espécies
(Kursel et al., 2018; Silva et al., 2019). Considerando que organismos proximamente
relacionados podem compartilhar varias familias de satDNAs (Vicari et al., 2010), que

geralmente evoluem independentemente dentro das diferentes linhagens, esses elementos
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repetitivos fornecem excelentes meios para estudos evolutivos e filogenéticos (Vicari et
al., 2010; Utsunomia et al., 2019).

Apesar dos crescentes estudos sobre DNASs satélites, ainda se sabe pouco sobre a
totalidade de suas fungbes quando comparados aos estudos que envolvem outros
repetitivos, como por exemplo o DNA ribossémico (Mehrotra et al., 2014; Pamponét et
al., 2019). Isso talvez se deva ao historico dos complexos metodos laboratoriais mais
tradicionais de obtencao desse tipo de DNA em inumeros organismos (Telenius et al.,
1992; Heslop-Harrison, 2000; Ferreira & Martins et al., 2008; Vicari et al., 2010).

Nos Ultimos anos, com 0 avango dos recursos computacionais, houve uma
explosdo de softwares mais acessiveis e dedicados a melhorar nossa capacidade de
reconhecer, identificar, comparar e avaliar sequéncias repetitivas em genomas inteiros
(Lower et al., 2018). Entretanto, ainda assim, os satDNAs tém sido pouco estudados em
organismos nao-modelo (Treangen & Salzberg, 2011), para 0s quais as tecnologias de
sequenciamento mais baratas e acessiveis apresentam uma série de limitacdes. Algumas
delas, como a complexidade das técnicas de bioinformatica (principalmente para
profissionais que ndo possuem formacéo na area) (Afgan et al., 2018) e a alta similaridade
e a variacdo no namero de coOpias que as sequéncias repetitivas apresentam, tornam
dificeis a identificacdo computacional precisa, a montagem do genoma e a anotacdo
funcional dessas sequéncias altamente repetitivas como os satDNAs (Treangen &
Salzberg, 2011; Afgan et al., 2018; Lower et al., 2018).

As abordagens que utilizam do sequenciamento shotgun de genoma completo,
porém, tém avancado e sido cada vez mais utilizadas para contornar os problemas citados
acima (Lower et al., 2018). O sequenciamento de genoma completo de nova geragéo
(NGS) em reads (leituras) de baixa cobertura, ndo s6 ajuda a evitar os possiveis vieses de
montagem gendmica (Lower et al., 2018), como também permite a identificacdo
imparcial de milhares de repeticdes, tornando possivel o estudo in silico do satelitoma
(Mascagni et al., 2020), através de softwares de agrupamento como o RepeatExplorer e
0 Tandem Repeat Analyzer (TAREAN) (Névak et al., 2010; 2013; 2017).

Esses softwares rodam pipelines computacionais que permitem a identificacao de
novo (do latim: do inicio) ndo supervisionada de sequéncias repetitivas a partir de leituras
ndo montadas. A pipeline usa as sequéncias inteiras do genoma para executar uma ordem

I6gica de operagoes: 1- Identificacdo e agrupamento, com base em gréficos de Bruijn, de
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leituras sobrepostas que sdo derivadas de sequéncias repetitivas; 2- A partir dos graficos
gerados, é feita uma atribuicdo inicial dessas leituras a familias de repetitivos; 3-
Quantificacdo da abundéncia gendmica e da variacdo das sequéncias de cada repetitivo,
sendo geradas sequéncias consenso; 4- Classificacdo final dos repetitivos com base nos
mondmeros repetidos, nos tamanhos das repeticdes de cada cluster agrupado e no layout
final dos graficos em relagdo a um banco de dados do sistema; 5- Cria¢do de um relatério
interativo em HTML com todos os dados gerados (Heslop-Harrison, 2000; No6vak et al.,
2010; 2013; 2017; Mehrotra & Goyal, 2014; Lower et al., 2018).

Avaliar, quantificar e identificar com precisdo os componentes do satelitoma de
todo um genoma em diferentes taxons, requer o desenvolvimento de abordagens
alternativas (Lower et al., 2018) e como a ictiofauna neotropical é extremamente rica e
diversa, sdo necessarios testes e 0 subsequente uso combinado de diferentes métodos
quando se tratam de estudos sobre composicao, diversificacdo e evolugdo dos genomas
(Vicari et al., 2010;).

Abordagens in silico tém se mostrado Uteis e eficazes na busca por marcadores
citogenéticos tanto em plantas (Pamponét et al., 2019; Mascagni et al., 2020), quanto em
animais como gafanhotos (cujo genoma € um dos maiores em pb) (Ferretti et al., 2019),
moscas (Silva et al., 2019) e peixes (Ruiz-Ruano et al., 2016; Duilio et al., 2017). Estudos
anteriores com satDNAs em peixes também ja demonstraram o grande potencial que esse
tipo de sequéncia tem para a investigacdo sobre diferenciacdo cariotipica e evolucéo da
ictiofauna neotropical (Vicari et al., 2010; Barbosa et al., 2017).

Em peixes Teleodsteos, por exemplo, satDNAs especificos de cromossomos, de
espécies ou de géneros, como o As-51 dos Astyanax (Mestriner et al., 2000), séo
marcadores citogenéticos extremamente Uteis que ajudam a identificar e rastrear
rearranjos cromossdmicos e consequentemente a tracar suas filogenias (Mestriner et al.,
2000; Saito et al., 2007; Pazza et al., 2018). Sendo assim, objetivamos com este trabalho
realizar a prospeccao de marcadores citogenéticos para o0 género Astyanax, investigando
in silico o satelitoma gerado por NGS a partir de amostras de um exemplar de A.

altiparanae.
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3.3.Materiais e métodos:

O Astyanax altiparanae utilizado neste trabalho havia sido previamente coletado
no Ribeirdo Pirapitinga (bacia do rio Paranaiba) em Ibia — MG (19°21'06.34"S,
46°47'34.81"0) e estava depositado na cole¢do ictiologica do Laboratério de Genética
Ecoldgica e Evolutiva da Universidade Federal de Vicosa (LaGEEvo), campus Rio
Paranaiba-MG, Brasil, sob o voucher 4121 e sob a licenca fornecida pelo Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) A9FE946.

O DNA gendmico total foi extraido de amostras de figado e coracdo dos
individuos (obtidas do Banco de Tecidos e Suspensdes Celulares do LaGEEvo0), conforme
as instrucbes do kit de extracdo e purificacdo de DNA PureLink da Invitrogen. Apds a
verificacdo da qualidade via NanoDrop Lite Spectrophotometer, o sequenciamento de
genoma completo foi realizado em um Novaseq 6000 (Illumina, San Diego, CA) na

empresa Novogene, Reino Unido.

As leituras brutas de 2x150pb foram carregadas para os servidores europeus da

plataforma Galaxy (http://usegalaxy.eu/ - Afgan et al., 2018), onde foram utilizadas de

sucessivas ferramentas de bioinformatica para checagem e analise dos dados. A qualidade
do genoma foi conferida através do FastQC Read Quality Reports (Andrews, 2010) e foi
utilizado o Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para remoc¢éo das sequéncias adaptadoras

e contaminantes.

Para a identificacdo in silico dos possiveis DNAs satélite, as leituras pareadas
resultantes do Trimmomatic foram submetidas as pipelines do RepeatExplorer

(https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/ - Novak et al., 2013-2) e do Tandem Repeat

Analyzer (TAREAN - Novak et al., 2017), implementados na plataforma Galaxy (Figura
1 do material suplementar). Através da ferramenta Preprocessing of fastq paired reads
(incluida na instancia RepeatExplorer do Galaxy) foram excluidas as leituras Unicas e as
que continham mais de 5% de seus pares de bases em baixa qualidade (Tabela 1 do

material suplementar).

Ainda com a Preprocessing, as leituras foram emparelhadas e entrelagadas,
conforme os requisitos necessarios para uso do RepeatExplorer. O arquivo Unico gerado

pelo pré-processamento foi entdo utilizado como arquivo de entrada para o agrupamento

27


http://usegalaxy.eu/
https://repeatexplorer-elixir.cerit-sc.cz/

por similaridade realizado pelo RepeatExplorer e pelo TAREAN (Tabela 2 do material

suplementar).

A separacdo das leituras em diferentes clusters, que correspondem a diferentes
familias de elementos repetitivos, é feita automaticamente pela pipeline do
RepeatExplorer. Ele realiza a decomposicdo das leituras em k-mers, cuja frequéncia de
repeticdo e os niveis de similaridade séo utilizados para compor 0s vértices e arestas dos
gréficos de Bruijn. A disposicdo desses graficos é ordenada conforme as sobreposicoes e
alinhamentos necessarios para gerar as sequéncias consenso, onde o layout final do

grafico é analisado e classificado estatisticamente pelo TAREAN.

Os clusters com repeticdes em tandem identificadas entdo pelos algoritmos do
TAREAN séo classificados automaticamente em quatro principais categorias: supostos
satélites de alta confianca; supostos satélites de baixa confianga; potenciais elementos

LTR (RepeticGes Terminais Longas das extremidades de retrotransposons); e rDNAS.

As estimativas de alta ou baixa confianca dos possiveis satélites sdo atribuidas
pelo TAREAN de acordo com o indice de Componentes Conectados (C) e com o indice
de Completude dos Pares (P) presentes no programa. Esses indices sdao utilizados
simultaneamente para detectar e separar as repeti¢des putativas de DNAs satélites, onde

os valores ideais de confiabilidade esperados para ambos sdo proximos de 1.

As sequéncias consenso de cada um dos clusters de possiveis DNAs satélites,
identificadas pelo combo RepeatExplorer e TAREAN, foram dispostas no banco de dados

do Blast (Altschul et al., 1990, disponivel em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e

do Dfam 3.1 (Hubley et al., 2016, disponivel em https://dfam.org/home), para busca de

similaridades e possiveis homologias com outras sequéncias ja descobertas.

Para o Blast foi utilizada a otimizacdo do algoritmo Megablast e no Dfam foi
utilizada a especie Danio rerio (Peixa-Zebra) como organismo modelo para
Actinopterygii. Tanto no Dfam quanto no Blast foram considerados bons alinhamentos
aqueles com E-value (probabilidade devido ao acaso de gque exista outro alinhamento com
uma similaridade maior que a medida de semelhanca da pesquisa com a sequéncia

mostrada) de e-5 ou inferior, com uma cobertura acima de 70%.

Para testes comparativos, a sequéncia do satélite AalSat24-51 foi utilizada no

software MEGA X, onde foram feitos alinhamentos individuais (algoritmo Muscle) dessa
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sequéncia com a de outros satelites ja descritos para Astyanax, disponiveis no GenBank:
ApaSat01-51 (MF044760.1), ApaSat15-51 (MF044784.1) e satDNA As-51 (U87962.1).

3.4.Resultados e discussoes:

Estudos com DNAs satélites tém sido realizados em Astyanax ha décadas, ainda
assim, o As-51 identificado em A. scabripinnis era o Unico satélite descrito para o género
desde os anos 2000 (Mestriner et al., 2000). Era, pois, recentemente, com dados de NGS
e softwares especificos para a avaliagdo de satDNAs, como o proprio RepeatExplorer,
outros 45 satélites ja foram descritos para A. paranae e testados em A. fasciatus e A.
bockmanni (Duilio, et. al., 2017).

Em nossas andlises, a saida do RepeatExplorer com o TAREAN foi fornecida na
forma de um arquivo em HTML (HyperText Markup Language, documentos em HTML
podem ser abertos diretamente em navegadores web), que inclui um relatério e uma lista
de todos os clusters analisados. Os nomes dos satélites entdo identificados receberam a
seguinte estrutura: Aal (abreviacdo do prefixo referente a espécie Astyanax altiparanae)
+ Sat + numero de identificacdo do cluster em ordem decrescente de abundéncia +

comprimento do mondmero consenso em pares de bases (Ruiz-Ruano et al., 2016).

No presente trabalho, O sequenciamento de genoma completo resultou em um
conjunto de dados de 33 milhdes de reads de 150pb de comprimento para o A. altiparanae
(Tabela 1). Em nossa investigacéo in silico do satelitoma de Astyanax altiparanae via
RepeatExplorer e TAREAN resultou na descoberta de 32 satélites putativos (Tabela 2),
com um total de 11.061 pares de bases, representando juntos aproximadamente 3,5% do
genoma de A. altiparanae (o voucher do GenBank estara disponivel apds publicacédo do
artigo). N&o foram encontrados elementos LTR e nem sequéncias repetitivas de rDNA
nessa analise.

Como os satDNAs estdo entre os elementos repetitivos mais abundantes de um
genoma (Charlesworth et al., 1994), representando uma parcela significativamente alta
do genoma em diversos animais (LOpez-Flores & Garrido-Ramos, 2012), a porcentagem
real de sequéncias repetitivas no genoma de A. altiparanae deve ser maior do que 0s 3,5%

aqui encontrados.

Esse valor provavelmente subestimado se da em funcdo dos algoritmos de
agrupamento por similaridade. Além de ndo detectarem repetitivos de baixa abundancia

(Novék et al., 2017), eles podem acabar classificando mondmeros curtos e de sequéncias
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parecidas, mas que sdo fundamentalmente diferentes, em um mesmo cluster, como um
mesmo tipo de elemento repetitivo (Lower et al., 2018; Silva et. al., 2019). Nesse sentido,
0 TAREAN sozinho ndo é o melhor método para uma quantificacdo generalizada,
principalmente de satélites com repeti¢Ges curtas (Novak et al., 2017). Em Drosophilas,
por exemplo, alguns autores estimaram, a partir de métodos de ultracentrifugacdo em
gradiente de densidade, que até 40% do genoma seja de satDNAs (Gall et al., 1971;
Cohen et al., 1979), ao passo que Silva e colaboradores (2019) encontraram um maximo

de 12% desses repetitivos no género utilizando do TAREAN.

Apesar disso, 0 RepeatExplorer e 0 TAREAN tém sido amplamente utilizados
para estudos de DNAs repetitivos, principalmente em plantas e organismos ndo-modelo
(Ruiz-Ruano et al., 2016; Pamponét et al., 2019), pois ndo s6 ndo requerem o uso de um
genoma de referéncia (Novak et al., 2017), como também fornecem resultados rapidos e
detalhados em uma interface interativa relativamente simples, dentro de um servidor web
gratuito com alta capacidade de processamento e armazenamento (Goecks et al., 2010).
Ressalto que armazenamento e capacidade de processamento sdo um dos maiores
limitantes para se trabalhar com Genomic Data Science, onde um sequenciador pode gerar

terabytes de dados em poucas horas (Goecks et al., 2010; Afgan et al., 2016).

As sequéncias dos nossos satDNAs putativos, em geral, variaram de 19 a 3.220
pb de comprimento. Dessas, 6 sequéncias de supostos satélites foram classificadas como
sendo de alta confianga e as demais 26 como de baixa confianca. E interessante ressaltar,
porém, que esses parametros nem sempre se referem estritamente a confiabilidade em si

de uma sequéncia ser ou nao um satélite.

Como discutido por Novék et al. (2017), o indice C permite a identificagdo de
aglomerados graficos que correspondem a sequéncias repetidas em tandem, porém, ele
ndo discrimina com eficiéncia DNAs satélites dos outros tipos de repeticdes em tandem,
onde entraria o indice P. A partir do momento em que o indice P mede a proporgéo entre
os pares de reads completos em um cluster e 0 nimero de reads quebrados, em relagédo
ao comprimento total das repeti¢cbes em tandem continuas, ambos os indices em conjunto,
ou seja, a Probabilidade do Satélite, também pode indicar se 0s repetitivos se dispdem

agrupados em tandem ou se estdo dispersos no genoma (Silva et al., 2019).

Uma das caracteristicas computacionais de repeticGes do tipo satélite para os

indices C e P em questdo, é que elas contém proporcfes baixas de pares de reads
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quebrados, ao passo que as proporc¢des de reads quebrados sdo maiores nos repetitivos
que estdo espalhados pelo genoma (Novak et al., 2017). Neste caso, 0s 26 SatDNAs com
valores de Probabilidade do Satélite menores que 0,7, que sdo entdo denotados como
sendo de baixa confianca pelo TAREAN, podem na verdade ser sequéncias de repetitivos
que se encontram dispersos N0 genoma ou que possuem caracteristicas intermediarias
entre os diferentes tipos de repetitivos (Novak et al., 2017; Lower et al., 2018; Silva et.
al., 2019).

3.4.1.Classificacdo dos satélites putativos em relacdo ao banco de dados do Blast e
NCBI:

Dos 32 satélites putativos encontrados no satelitoma de A. altiparanae, dezessete
ndo apresentaram correspondéncia com nenhum banco de dados, sendo inteiramente
novos. Uma vez que essas sequéncias carecem de quaisquer outras informacdes na
literatura, elas precisariam ser estudadas além das abordagens in silico, a partir das
técnicas de FISH, para sua caracterizacdo, validacdo e melhor entendimento. Os outros
quinze satélites putativos apresentaram algum grau de correspondéncia com outras
sequéncias ja disponiveis nos bancos de dados do Blast e do Dfam (Tabela 2). No Blast,
7 apresentam similaridade com outros 7 DNAs satélites de Astyanax paranae e 2
corresponderam a diferentes tipos de mRNA de A. mexicanus.

O nosso satélite putativo AalSat01-178 apresentou uma abundéncia de 0,54%
sendo entdo o mais abundante no genoma de A. altiparanae. Dados os altos valores de
confianga e probabilidade deste satélite, ele provavelmente esta arranjando em um cluster,
hipbtese esta que pode ser testada futuramente através da FISH. Comparativamente, sua
sequéncia apresentou 95% de identidade com a do satélite ApaSat10-179, que seria o
décimo em abundancia no genoma do A. paranae (Duilio, et. al., 2017). Os satDNAs
putativos AalSat20-22 e AalSat31-27 (um dos satélites de menor abundancia em A.
altiparanae) apresentaram 100% de identidade com o ApaSatll-22 e ApaSat25-27
respectivamente, o alto E-value desse comparativo provavelmente se deve ao diminuto
tamanho de suas sequéncias. Infortunadamente, para mais analises comparativas, os dois
ultimos satélites, em conjunto com o ApaSat10-179, ainda carecem de mais informacdes
na literatura (Duilio, et. al., 2017).
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Em contrapartida, com relacdo ao putativo AalSatl11-236, ele obteve 86% de
correspondéncia com o ApaSat04-223. Este ultimo satDNA ja foi encontrado formando
clusters na regido pericentromérica de todos os cromossomos de A. fasciatus (incluindo
cromossomos B), onde a superfamilia deste satélite, a SF1, também compde a mesma
regido na maioria dos cromossomos do complemento A e B de A. paranae e A. bockmanni
(com marcagBes mais sutis nesta Gltima) (Duilio, et. al., 2017). Sendo assim, apesar de
ser bem menos abundante no genoma de A. altiparanae do que o ApaSat04-233 é no
genoma dos outros Astyanax, com esse nivel de similaridade entre os dois satélites, é
possivel que o AalSatl1-236 também desempenhe algum papel de organizagédo
centromérica nos cromossomos de A. altiparanae (Metters et al., 2013; Ruiz-Ruano et
al., 2016).

O satélite AalSat14-229 obteve diferentes correspondéncias nos bancos de dados.
Enquanto o TAREAN o classificou como sendo 0,72% similar a um rDNA 5S, o Blast
mostrou 98% de correspondéncia dessa sequéncia com uma sequéncia de rDNA 5S +
NTS (espacador ndo transcrito) de A. altiparanae, ao passo que o Dfam classificou esse
satélite como pseudogene de rDNA. Normalmente, o rDNA 5S consiste em sequéncias
codificantes de 120pb de comprimento repetidas em tandem, sendo separadas uma da
outra por uma sequéncia espacgadora ndo transcrita (NTS) de comprimento variavel
(Martins & Galetti, 2001). Diferentes classes de rDNA 5S ja foram reportados para
espécies de peixes, sendo alguns de seus variantes relacionados a pseudogenes e a

diferengas na sequéncia NTS.

A sequéncia consenso obtida para o AalSat14-229, conforme classificado pelo
Blast, tinha uma composicao de bases similar a do rDNA 5S descrito para A. altiparanae
(Hashimoto et al., 2011), entretanto, como tanto a ordem dos genes codificantes quanto
da provavel sequéncia NTS eram significativamente diferentes, nds o consideramos como
um pseudogene, conforme classificado pelo Dfam. Sendo um pseudogene, pode ser mais
atil utilizar o rDNA 5S ao invés do putativo AalSat14-299, de qualquer forma, tal qual o
proprio rDNA 5S, cujas altas variacbes do NTS tém sido bastante Uteis em estudos
evolutivos (Martins & Galetti, 2001; Pazza et al., 2018), o AalSat14-229 pode vir a ser
um candidato a marcador citogenético (caso sua presenca seja comprovada via de FISH)
e ou molecular, onde pode ser til na citotaxonomia, ajudando a caracterizar populacoes

de A. altiparanae.

32



3.4.2.0 putativo AalSat24-51 como um possivel variante do As-51:

Outro satélite que requer distincdo € o putativo AalSat24-51. Pelo Blast, sua
sequéncia apresentou 100% de identidade e 75% de cobertura com o ApaSat15-51, sendo
o conteudo AT de ambos de 54,90%. O comprimento de 51pb destes satélites em conjunto
com seu conteldo AT rico se destacam, pois, estas sdo caracteristicas similares as do
DNA satélite mais estudado e utilizado como marcador citogenético no género Astyanax,
0 As-51 (Mestriner et al., 2000; Kantek et al., 2009; Vicari et al.,2010; Pazza et al., 2018).

Historicamente, o As-51 apresenta uma variedade consideravel em numero e
posicdo nos cromossomos de diferentes espécies e populacbes de Astyanax (Vicari et al.,
2010). Alguns autores discutem que como o As-51 provavelmente se originou de
elementos transponiveis (Mestriner et al., 2000), mecanismos intrinsecos de amplificacéo
da sua sequéncia e de transposic¢do para outros locais cromossémicos, permitiram que
diferentes populacdes ou espécies demonstrem diversos padrGes de hibridacdo desse
repetitivo (Pazza et al., 2018), indicando também que seguiram por caminhos evolutivos
distintos (Kantek et al., 2009; Vicari et al., 2010; Pazza et al., 2018).

Em A. mexicanus, foram encontradas marcacgdes muito sutis do As-51 em poucos
locais cromossdmicos, de modo mais difuso do que nos outros Astyanax, iSso sugere um
namero pequeno de cdpias do satélite ou mesmo homologia parcial com a sonda (Kavalco
e Almeida-Toledo 2007). J& nas espécies dos complexos A. scabripinnis e A. fasciatus,
esse satélite tem sido bem mais evidenciado, com sua presenca variando de 0 a 18 sitios
marcados (Vicari et al.,2010; Kavalco et al., 2013; Pazza et al., 2018). Para os A.
fasciatus, estudos prévios demonstraram que as populacdes das drenagens dos rios
Grande, Tieté e Paranapanema apresentaram um maior nimero de marcagfes para 0 As-
51 (de 10 a 18 cromossomos marcados), sendo este satélite mais disperso nos genomas,
a0 passo que as populacOes de bacias mais costeiras ao leste do continente, apresentaram
um namero significativamente menor de marcagdes (de 2 a 5 cromossomos marcados)
(Kavalco et al., 2013).

Essas diferencas nas populacfes de A. fasciatus estdo relacionadas & um padréo
biogeografico em que quanto maior a distancia dos limites da bacia do Alto Parana e mais
proximo das bacias hidrograficas costeiras, menor € o nimero de sitios do As-51 (Kantek
et al., 2009; Peres et al., 2009; Kavalco et al., 2013). E interessante destacar que essas

populagdes de A. fasciatus, caracterizadas por poucas marcacdes do As-51, apresentam
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sua distribuicdo ao longo da costa brasileira em conjunto com outras espécies de bacias
costeiras que ndo demonstram marcacao para o satélite como A. intermedius, A. giton e
A. hastatus (Kavalco et al., 2013; Pazza et al., 2018).

Em se tratando do complexo A. bimaculatus ao qual A. altiparanae pertence, A.
lacustris e A. assuncionensis apresentam poucos sitios de As-51; A. bimaculatus nado
apresenta marcacdes e em A. altiparanae algumas poucas populacdes possuem sitios
pequenos e escassos enquanto a maior parte das populagcdes ndo possui nenhum (Kantek
et al., 2009; Vicari et al.,2010; Kavalco et al., 2011; Pazza et al., 2018). O histdrico de
distribuicdo do As-51 discutido nos paragrafos anteriores, é consistente com a “hipétese
da biblioteca” proposta por Fry e Salser (1977), em que uma mesma familia de satélites
pode seguir por caminhos evolutivos independentes nas diferentes espécies, isso inclui a
abundancia das sequéncias nos genomas e a distribuicdo dos sitios nos cromossomos
(Utsunomia et al., 2017), de modo que 0 As-51 teria entdo uma distribuicdo inicialmente
restrita a poucos locais cromossémicos, sendo posteriormente disseminado pelo genoma
(Pazza et al., 2018).

Com relagdo ao nosso putativo AalSat24-51, a partir dos alinhamentos
comparativos de sua sequéncia com a de outros satélites semelhantes (ApaSat01-51 e
ApaSat15-51 de A. paranae (Duilio et al., 2017) e o As-51 original de A. scabripinnis
(Mestriner, 2000)), através do software MEGA X, observamos uma série de pares de
bases compartilhados entre eles (ver figura 1): 22pb da sequéncia do nosso AalSat24-51
se alinham com a do ApaSat15-51 (semelhanca de 43,13%). Além disso, o0 AalSat24-51
também possui 23pb semelhantes aos do As-51 original (45,09%) e 22pb semelhantes aos
do ApaSat01-51 (43,13%).

O ApaSatl5-51, possui 26pb de sua sequéncia alinhados a do As-51 original
(semelhanca de 50,98%) e 24pb alinhados a do ApaSat01-51 (47,05%). Por fim, o
ApaSat01-51, que € o As-51 de A. paranae (Duilio et al., 2017), tem seus ultimos 32pb
alinhados com os 32 primeiros do As-51 original (62,74% de semelhanga), de modo que
é possivel observar uma provavel transposicdo da porcdo final do As-51 original

formando a parte inicial do ApaSat01-51, com duas mutagdes de diferencga.

Dadas as altas taxas evolutivas dos DNAs satélites (Kuhn et al., 2008), a
semelhanga do As-51 com elementos transponiveis (Mestriner et al., 2000) e as

similaridades dos alinhamentos apresentados no paragrafo anterior e em sua respectiva
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figura 1, é possivel supor que nosso putativo AalSat24-51, em conjunto com o ApaSat15-
51 (Duilio et al., 2017), sejam sequéncias novas derivadas do As-51 ou mesmo variantes
desse satélite, nos quais alguns pares de bases foram rearranjados.

Como o TAREAN classifica o AalSat24-51 como tendo uma baixa Probabilidade
do Satélite, ele provavelmente se encontra disperso pelo genoma, o que nos leva a fazer
algumas proposicdes sobre a presenca e auséncia do As-51 nas diferentes populacdes de
A. altiparanae: 1- Ou o0 As-51 esta de fato ausente na maior parte das populacdes, ou nao
se encontra em tandem, estando tdo disperso pelo genoma que o sinal ndo é forte o
suficiente para ser detectado na FISH tradicional (como sugere a nossa baixa
Probabilidade do Satélite para o seu semelhante, o putativo AalSat25-51). Uma situagdo
parecida foi encontrada com o ApaSat20-18 e 0 ApaSat36-21, que nao apresentaram sinal
na FISH, mas tiveram sua presenca gendmica atestada em analises de bioinformatica
(Duilio, et. al., 2017). 2- Outra possibilidade é que algumas das populacfes de A.
altiparanae possuem sequéncias derivadas do As-51, como o possivel caso do nosso
AalSat24-51, nas quais as sondas desenhadas com base no As-51 original ndo mais
hibridizam ou hibridizam parcialmente (o que poderia explicar as poucas populagées que
apresentam sitios pequenos e escassos na literatura (Kavalco et al., 2011)). Algo similar
ja foi observado em A. mexicanus, que nao apresentou marcacgdes resolutas para o As-51,
sugerindo um pequeno numero de cépias ou uma homologia parcial entre alguns

cromossomos e a sonda (Kavalco e Almeida-Toledo 2007).
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Tabela 1: Resumo dos dados brutos oriundos do sequenciamento
NGS de A. altiparanae.

Numero de reads sequenciados: 33,665,935
Tamanho médio da sequéncia: 150 pb
Numero total de bases sequenciadas: 5,050 Mb
Contetdo G+C total: 38,32%

Repetitivo: Semelhanca:
AalSat24-51 43,13%
ApaSatl5-51

ApaSat15-51 50,98%
As-51 Original

2 ApaSat15-51 ApaSat15-51 47,05%
Al i ApaSat01-51

3.As51 Criginal

4 ApaSat01-51 ApaSat01-51 _ 62,74%
sl As-51 Original
1 ASISala 51 AalSat24-51 45,09%
3 As51 Original As-51 Original

ApaSat01-51 43,13%
4.ApaSat01-51

| ASaDd1 AalSat24-51

Proporg3o de bases nas sequéncias:
AalSat?4-51: 10A, 18T, 4C, 18 G ApaSat01-51:19A, 10T, 10C, 12 G
Apasat1s-51:12A, 10T, 19C, 4G As510riginal- 18A, 12T, 11 C, 10 G

Figura 1: Alinhamentos da sequéncia do nosso satélite putativo AalSat24-51 (destacado em amarelo) com a dos outros satDNAs de 51pb de comprimento disponiveis para Astyanax na literatura. Os alinhamentos foram
realizados individualmente par a par no software MEGA X, através do algoritmo Muscle nas configuragdes padrdes. Em resumo no quadro a direita estdo as semelhancas entre as sequéncias.
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3.4.2.Classificacao dos satélites putativos em relacédo ao banco de dados do Dfam:

Em se tratando do Dfam, o putativo AalSat31-574 se mostrou similar a
pseudogenes repetitivos de tRNA-Thr-ACY e 4 dos outros possiveis satélites (AalSat08-
2310, AalSat10-1620, AalSat22-61 e AalSat17-106) apresentaram semelhanca ndo com
DNA s satélites, mas sim com elementos transponiveis de diferentes subtipos (Figura 2).
Elementos transponiveis sdéo componentes importantes do genoma eucarioto e 0s peixes
contém mais familias desses elementos em seu genoma do que outros vertebrados, como
aves e mamiferos (Volf et al., 2003; Fischer et al., 2005; Zhou et al., 2006). Essas
sequéncias transponiveis desempenham um papel essencial como fonte de variacdo e
evolugéo, seja induzindo mutacdes ou silenciando genes ao se deslocarem pelo DNA
(Volf, 2005; Zhou et al., 2006; Hickman et al., 2010), Helitrons por exemplo, categoria
na qual o AalSat08-2310 e 0 AalSat10-1620 foram classificados, podem atuar capturando
e co-mobilizando genes e fragmentos de genes pelo genoma (Gupta et al., 2005; Morgante
et al., 2005), isso também pode explicar o comprimento longo de suas sequéncias, que

sdo umas das mais extensas dentre todos 0s repetitivos aqui encontrados.

Como os A. altiparane possuem um numero diploide constante de 2n=50
cromossomos e ainda assim apresentam variagfes em sua formula cariotipica e na
simetria geral dos cariotipos (Kavalco et al., 2011; Fernandes et al., 2014), é possivel que,
por detras desses pequenos rearranjos, sequéncias de elementos transponiveis estejam em
atuacdo. Os repetitivos AalSat08-2310, AalSat10-1620, AalSat17-106 e AalSat22-61,
foram considerados como diferentes tipos de elementos transponiveis. Tais elementos sdo
diferenciados entre si em funcdo de seus distintos mecanismos de transposicao,
mecanismos estes que podem ser diretamente ou indiretamente responsaveis por agrupar
ou espalhar outras sequéncias pelo genoma sem que necessariamente ocorram rearranjos

Robertsonianos.
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O Dfam utiliza um sistema de classificagdio recentemente desenvolvido para sequéncias repetitivas, que com- =oan

bina conceitos de sistemas ja estabelecidos e filogenias baseadas em franscriptase reversa e transposases. stowaway O
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Figura 2: Classificagdo das sequéncias dos repetitivos AalSat14-229, AalSat32-574, AalSat08-2310, AalSat10-1620, AalSat22-61 e AalSat17-106 (destacados em vermelho) resultante da
pesquisa realizada no banco de dados do Dfam.
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DNA Satélite
Putativo:
AalSat01-178
AalSat02-91
AalSat03- 151
AalSat04-26
AalSat05-35
AalSat06-43
AalSat07-487
AalSat08-2310
AalSat09-629
AalSat10-1620
AalSat11-236
AalSat12-3220
AalSat13-189
AalSat14-229
AalSat15-24
AalSat16-185
AalSat17-106
AalSat18-40
AalSat19-69
AalSat20-22
AalSat21-42
AalSat22-61
AalSat23-19
AalSat24-51
AalSat25-112
AalSat26-58
AalSat27-76
AalSat28-85
AalSat29-24
AalSat30-142
AalSat31-27
AalSat32-574

Confianga do Probabilidade

Satélite:
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta
Alta

Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa
Baixa

do Satélite:
0,944
0,767
0,944
0,989
0,78
0,761
0,672
0,435
0,579
0,0498
0,0248
0,0952
0,0626
0,232
0,028
0,67
0,0278
0,0388
0,0532
0,0303
0,0292
0,0291
0,0346
0,0664
0,456
0,0204
0,0187
0,0181
0,0563
0,068
0,0369
0,612

*Indice
C:
0,944
0,979
0,992
0,988
0,975
1
0,943
0,921
0,934
0,796
0,74
0,801
0,859
0,913
0,752
0,942
0,894
0,97
0,928
0,774
0,916
0,838
0,963
0,882
0,952
0,721
0,735
0,769
0,833
0,826
0,772
1

*Indice
P:
0,925
0,886
0,933
0,951
0,881
0,9
0,848
0,853
0,866
0,804
0,79
0,8
0,821
0,897
0,758
0,884
0,65
0,728
0,747
0,624
0,667
0,626
0,709
0,814
0,812
0,584
0,526
0,529
0,8
0,865
0,781
0,889

Tamanho consenso
em pares de base:

Proporgéo Correspondéncia:

no genoma (%):

178 0,54 ApaSat10-179

91 0,35

151 0,32

26 0,016

35 0,016

43 0,11

487 0,32 .
2310 0,32 Helitron-1N4_DR
629 0,3 .
1620 0,27 Helitron-1N4_DR
236 0,1 ApaSat04-233
3220 0,099 .

189 0,094 ApaSat40-189
229 0,055 rDNA 55

24 0,052

85 0,049 :

106 0,045 Tc1-4_DR

40 0,039 Ame - mRNA variante X3

69 0,033 Ame - mRNA variante X1 e X2

22 0,033 ApaSat11-22

42 0,031 .

61 0,03 hAT-N48_DR

19 0,027 .

51 0,025 ApaSat15-51
112 0,025 ApaSat33-112

58 0,024 .

76 0,024

85 0,016

24 0,014

142 0,014 .

27 0,011 ApaSat25-27
574 0,01 tRNA-Thr-ACY

Banco de dados:

Blast
75% | 3e-50

86% | 3e-51

78% | 4e-68
98% | 6e-78

100% | 7e-11
95% | 9e-20
100% | 0.027

75% | 6e-9
83% | 1e-36

85% | 0.020

Dfam

3.4e-38

6.7e-18

1.1e-34

5.1e-06

3.4e-11

5.7e-25

Tabela 2: Satélites putativos encontrados em A. altiparanae através do RepeatExplorer e do TAREAN, seus valores de confianca e sua correspondéncia individual conforme os resultados obtidos no
Blast e no Dfam. Os prefixos Apa e Ame remetem a A. paranae e A. mexicanus, respectivamente. No campo “Blast”, a porcentagem se refere ao Query cover, ao passo a fungio de “e” se refere ao E-

Value em ambos 0s bancos de dados.

*QOs indices C e P e sua importancia estdo explicados nos Materiais e Métodos e nos Resultados e Discussdes.




3.5.Conclusoes:

Através do sequenciamento de nova geracédo, da analise inteiramente in silico dos
dados gerados e utilizando de uma abordagem relativamente recente via bioinformatica
com softwares robustos, porém, de facil entendimento (RepeatExplorer e TAREAN), n6s
levantamos um total de 32 sequéncias significantes no satelitoma de A. altiparanae.

Minerando e comparando os dados genémicos do satelitoma de A. altiparanae
com os de outras espécies do género, foi possivel pontuar algumas hipoteses sobre a
evolucdo cromossémica da espécie, mesmo sem a realizacao de hibridacGes fluorescentes
in situ. As abordagens in silico, é claro, ainda ndo eliminam a necessidade da FISH para
validacdo dos satélites putativos, mas fornecem ndo s6 um ponto de partida para
investigacdes posteriores, como também sugere quais sequéncias sdo promissoras (como
por exemplo os 17 satélites inéditos aqui apresentados), ja que podem identificar até

mesmo aquelas que ndo possuiriam sinal na hibridacao.

Embora seja necessario validar os 32 repetitivos putativos através das técnicas de
hibridacdo fluorescente in situ, ressaltamos que a organizacdo genémica de alguns deles
pode ser dispersa e ndo em tandem, o que dificulta sua identificacdo fisica nos
cromossomos. De qualquer forma, todos os putativos levantados possuem potencial como
marcadores citogenéticos, de modo que, a partir deste trabalho, apontamos o AalSat01-
178, AalSat11-236 e o AalSat24-51 como mais promissores para A. altiparanae, em
funcdo de suas caracteristicas aqui discutidas. Concluimos, portanto, que as novas
abordagens citogendmicas sdo imprescindiveis para uma melhor compreensao sobre as
sequéncias repetitivas e seu impacto na evolugdo do genoma e das espécies neotropicais,

que como o0s Astyanax, sdo extremamente ricas e diversas.

3.6.Agradecimentos:

Os recursos computacionais para utilizacdo da instancia RepeatExplorer da
plataforma Galaxy foram fornecidos pelo projeto ELIXIR-CZ (LM2015047), parte da

infraestrutura internacional do ELIXIR.
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3.7.Material Suplementar:

Figura 1: Workflow gerado na instancia do RepeatExplorer dentro da plataforma Galaxy mostrando as etapas e
ferramentas utilizadas para identificacao in silico de DNAs satélite.

Workflow Canvas | SatDNA analysis

[ Astyanax x # RepeatExplorer2 clustering:
altiparanae R1
paired MGS reads

#~ Preprocessing of fastg paired- X "
output end reads log (txt)

Left-hand reads ReportArchive (zip)

Right-hand reads ReportFile (html)

paired (fasta)
Tlrct e ® # Tandem Repeat Analyzer X
altiparanae R2 png_output (png) paired-end NGS reads
paired

log (txt)

output

ReportArchive (zip)

ReportFile (html)

Tabela 1- Parametros do Preprocessing of fastq paired-end reads:

Tool Parameters

Input Parameter Value Note for rerun
Left-hand reads 1: Astyanax altiparanae R1 paired

Right-hand reads 2: Astyanax altiparanae B2 paired

Sequence sampling false

Quality cut-off 10

percent above cutoff 95

Trim sequences false

maximum Ns 0

Do you want to use custom cutadapt options false

Use similarity search filtering not used {parameter was added after this job was run)
Rename sequences False

Tabela 2- Parametros do RepeatExplorer 1.0.0 e TAREAN:

Tool Parameters

Input Parameter Value Note for rerun
MGS reads 5: Interlaced paired reads from datasets 1 and 2

paired-end reads True

Sample size 500000

Select taxon and protein domain
database version (REXdb)

Advanced options false
Select gueue basic_fast_queue

-l select=1:ncpus=10:mem=32gb:scratch_local=50gb -l walltime=48:00:00 -q
elixirre@pbs.elixir-czech.cz -v TAREAN_MAX_MEM=4000000,TAREAN_CPU=4

Metazoa version 3.0

Modify parameters (optional)
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4. Consideracdes finais:

O género Astyanax como um todo, possui uma histdéria evolutiva extremamente
interessante e complexa, que € em partes refletida na diversidade cromossémica presente
na maior parte de suas espécies. Algumas espécies, entretanto, mantém arranjos
cromossémicos relativamente conservados, com variagcdes populacionais muito sutis,
como no caso dos A. altiparanae, que demostram que 0s métodos tradicionais da
citogenética e da biologia molecular, apesar de detectarem essas variagcdes, podem ser

insuficientes para entendé-las.

Neste trabalho, testamos e utilizamos de uma série de métodos computacionais. Deste
modo, exploramos via bioinforméatica os dados oriundos do genoma sequenciado de
Astyanax altiparanae. Os métodos mais resolutivos, nos permitiram levantar uma serie
de dados e hipdteses que certamente contribuirdo para a resolugdo do “quebra-cabegas”

que é a filogenia dos Astyanax.

A comecar pelo bésico, que é a taxonomia do género, o genoma mitocondrial
completo apresentado no capitulo 1 e as metodologias utilizadas para obté-lo, viabilizam
a confeccdo de diversos novos primers que podem ser Uteis em estudos populacionais e
para uma taxonomia mais integrativa, fornecendo também conhecimento que pode ajudar
a identificar aquelas populaces que, como unidades evolutivamente significativas,

estejam seguindo caminhos evolutivos distintos.

A busca por entender como cada taxon se encaixa na historia evolutiva dos Astyanax,
se faz necessaria porgue seu processo compila uma gama enorme de conhecimentos sobre
0S mecanismos genéticos e cromossdmicos por detras de seus padrbes evolutivos. Ao
utilizar o mitogenoma completo de A. altiparanae para analises filogenéticas, obtivemos
uma arvore filogenética cuja topologia corrobora a ideia de uma condicéo parafilética
para o0 género, concordando também com filogenias anteriores baseadas na jungdo de

dados moleculares e cromossémicos.

Neste cenério, a Bioinformética atual se insere ndo como substituta das técnicas
laboratoriais classicas, mas como um complemento imprescindivel para elas. O avan¢o
nas tecnologias de sequenciamento e no desenvolvimento de softwares acessiveis e
robustos, esta tornando a obtencdo e a interpretacdo de dados gendémicos muito mais

intuitiva, ajudando a preencher algumas das limitacGes da citogenética e das técnicas de
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FISH. No capitulo 2, por exemplo, descobrimos um total de 32 sequéncias repetitivas no
genoma de A. altiparanae em estudos inteiramente in silico, ou seja, utilizando de
ferramentas de bioinformética em conjunto com bancos de dados genéticos.

Por fim, ao comparar essas sequéncias com outras ja disponiveis na literatura,
pudemos apontar pelo menos trés como marcadores citogenéticos promissores,
constituindo um panorama sobre a composicdo do satelitoma de A. altiparanae e um
6timo ponto de partida para entender melhor os arranjos cromossémicos da espécie. Deste
modo, a conjugacdo da bioinformatica com as técnicas laboratoriais classicas
(citogenética e FISH) configuram abordagens citogendmicas modernas que, desde ja, se
mostram imprescindiveis para uma compreensdo mais ampla sobre o funcionamento do
genoma e dos mecanismos genético-cromossdmicos por detras da historia evolutiva e da

diversidade encontrada em Astyanax.
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5. LISTA DE ABREVIACOES:

AalSat: DNA satélite de Astyanax altiparanae.
ApaSat: DNA satélite de Astyanax paranae.
Ala: Alanina.

Arg: Arginina.

ATPase: Adenosinatrifosfatase

Asn: Asparagina.

Asp: Acido Aspartico.

Et al.: Abreviacao de Et alia, do latim “e outros”.
EUA: Estados Unidos da América.

COl: Citocromo C oxidase subunidade I (I a IlI).
Cyt b: Citocromo B.

Cys: Cisteina.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DNA COt-1: DNA enriquecido com sequéncias altamente e moderadamente
repetitivas.

DOP-PCR: reacdo em cadeia da polimerase iniciada com oligonucleotideos
degenerados.

FISH: Hibridac&o Fluorescente in situ.

GIn: Glutamina.

Glu: Acido Glutamico.

Gly: Glicina.

His: Histidina.

HTML: HyperText Markup Language, formato de dados.
lle: Isoleucina.

LaGEEvo: Laboratorio de Genética Ecoldgica e Evolutiva.
Leu: Leucina.

LTR: Repeticdes Terminais Longas das extremidades de retrotransposons.
Lys: Lisina.

Met: Metionina.
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mMtDNA: DNA mitocondrial.
MG: Minas Gerais.

ND1 (1 a 6): NADH desidrogenase subunidade 1 (1 a 6).

NGS: Next-Generation Sequencing — Sequenciamento de nova geracao.

NTS: Sequéncia espacadora nao transcrita.
Pb: Pares de bases.

PCGs: Genes codificadores de proteinas.
Phe: Fenilalanina.

Pro: Prolina.

rDNA: DNA ribossémico.

rRNA: RNA ribossémico.

RNA: Acido ribonucleico.

satDNA: DNA satélite.

Ser: Serina.

SISGEN: Sistema Nacional de Gestdao do
Conhecimento Tradicional Associado

SNPs: Pofimorfismos de nucleotideos unicos.
Thr: Treonina.

tRNA: RNA transportador.

Trp: Triptofano.

Tyr: Tirosina.

Val: Valina.

Patrimbnio Genético e do
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